ピロリドンカルボキシルペプチダーゼの折りたたみ反応進行中に出現する天然類似の反応中間体の検出 by キンマン クリストファー
２０１１年度 修士論文要旨 
 
ピロリドンカルボキシルペプチダーゼの折りたたみ反応進行中
に出現する天然類似の反応中間体の検出 
 
関西学院大学大学院理工学研究科 
物理学専攻 瀬川研究室  キンマン クリストファー 
 
瀬川研究室では、これまでピロリドンカルボキシルペプチダーゼ（PCP と略す）という
タンパク質を用いて、H/D交換反応と連結した NMR分光法によって、その折りたたみ反応
を残基レベルの分解能で研究してきた。しかし、これまでは pH 2.5で 25º Cという比較的温
度の高い領域で研究が行われたせいか、折りたたみ反応は、その初期状態である D1と N状
態間の理想的な 2 状態転移でよく近似できるという結果であった。そのため、せっかく残
基レベルで観測することが可能でも反応中間体の情報はほとんど得られなかった。そこで
著者は今回 pH 3.0、8º Cという反応条件で実験を行った。この条件下では、折りたたみ反応
は約 7日かかり、非常に遅い反応である。 
今回は特に、ダブルジャンプ法という実験を追加して新しく行った。ダブルジャンプ法
とは、D1の開始状態から pH 3.0、8º Cで適当な時間 PCPを静置（インキュベーション）し
て折りたたみ反応を進行させ、その後 8.0Mの Urea溶液に希釈して、7.2 M Urea、pH3.0、
30º Cという変性条件にジャンプして、PCPのアンフォールディング反応を 222 nmの CDス
ペクトル変化で追跡する実験である。その結果、近紫外 CD スペクトルからは N 状態類似
と判断できるタンパク質の状態に 2 通りの種類があって、アンフォールディング速度が、
一方は約 16 min、他方は瞬時（1 sec以内)に起きるという違いを見いだした。完全な天然（N）
状態にある PCPはアンフォールディングに 16 minかかるので、この部分を N状態に回復し
た PCPと判断して解析すると、278 nmの CDスペクトルからは N状態類似の構造になった
が、D1 状態とほぼ同じアンフォールディング速度で壊れてしまう成分が存在することにな
る。この結果を用いて、H/D交換反応後の残留 NH量を残基毎に測定するという実験データ
を解析しなおすと、安定な N状態にある PCPを除く他の PCPは、N状態類似の PCP成分
から D1開始状態までの広範な構造状態に分布する非天然状態にあると考えるのが妥当であ
るという結論に至った。すなわち PCPの折りたたみ反応は、D1開始状態と N状態間の 2状
態転移ではなくて、D1状態が時間の経過とともに徐々に N状態に近づき、やがてすべての
タンパク質が N状態に至るというモデルが妥当であるという結論を得た。 
